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^ (54) Bezeichnung: KOMPLEXE ZUR EINFOHRUNG VON NUKLEINSAUREN IN ZELLEN 

O (57) Abstract: The invention relates to complexes consisting of calionic polymers and nucleic acids, to the use of this type of 
^ complex lor transferring nucleic acids into cells and organisms, to the use of said complexes as medicaments and lo novel polymers 
ihal can be used to produce said complexes. 

O (57) Zusamnienfassung: Die Erfindung betriflt Komplexc aus kationischen Polymeren und Nukleinsauren, die Verwendung soldier 
^ Komplexe zur Einfuhrung von Nukleinsauren in Zellen und Organismen, die Verwendung der Komplexc als Arzneimiltel, sowie neue 
^ Polymere, die fur die Herstellung der Komplexe verwendel werden konnen. 
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Kompiexe zur Einfuhrung von Nuldeinsauren in ZeUen 

Die Erfindung betrifft Kompiexe aus kationischen Polymeren uiid Nuldeinsauren, die 
Verwendung solcher Kompiexe zur Einfuhrung von Nukleinsauien in Zellen, sowie 
5 die Verwendxing der Kompiexe als Arzneimittel. Die Erfindung betrifft auch neue 
Polymere, die fur die Herstellung der Kompiexe verwendet werden konnen. 

Weiterflihrende Erfolge bei der therapeutischen Anwendung von Nukleinsauren 
(DNA und RNA) in vivo haben sich am Menschen bisher noch nicht realisieren 
10 lassen. Grlinde hierfur liegen vermutlich in der begrenzten Expression der notwen- 
digen genetischen Information, die wiederum durch eine unzureichende Effizienz des 
Gentransfers bzw. der Verfiigbarkeit der zu exprimierenden Nukleinsauren begriindet 
ist. Demeben spielen Griinde wie die unzureichende Stabilitat eingesetzter Transport- 
bzw. Vektorsysteme sowie unzureichende Biokompatibilitat eine vvichtige Rolle. 

15 

Besonders attraktiv ist die Moglichkeit einer oralen oder intranasalen Verabreichung 
von Nukleinsauren zur Gentherapie oder Imniunisierung (Page & Cudmore, Drug 
Discovery Today 2001, 6, 92-101). Hierbei ist ein Schutz der Nukleinsauren vor 
einem Abbau durch Nukleasen essentiell. Insbesondere im Falle der Vakzinierung ist 

20 eine Exposition der Schleimhaute der parenteralen Applikation vorzuziehen, um eine 
Stimulation des MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissue) zu gewahrleisten, 
welches in die immunologische Protektion der Schleimliaute involviert ist. Eine 
Verhinderung von Infektionen in diesem Bereich ist z.B. bei Pathogenen v^e HTV 
(Humanes Immundefizienzvirus) oder HSV (Herpes Simplex Virus) von groBer 

25 Bedeutung. 

Virale Vektoren wie Retroviren oder Adenoviren bergen die Gefahr, inflamma- 
torisclie oder immunogene Prozesse auszulosen (Mc Coy et al.. Human Gene 
Therapy 1995, 6, 1553-1560; Yang et aL, Immunity 1996, 1, 433-442). 

30 
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Nicht-virale, synthetische Transportsj^steme werden bislang als Alternative 
bearbeitet, zeigen jedoch noch iiicht die gewiinschten Eigenschaflen. Biophysikalisch 
sind insbesondere auf Mischungen von Lipiden sowie gegebenenfalls weiteren zuge- 
mischten zellspezifischen Liganden basierende Systeme nur schwer oder unzurei- 
5 chend charakterisierbar und bergen weiterhin die Gefahr von dynamischen Struk- 
turanderungsprozessen bei Lagerung und Applikation. Insbesondere eine Applika- 
tionssicherheit als Voraussetzung fOr die Verwendung als Arzneimittel ist hierbei 
nicht gegeben, 

10 Komplexe auf der Basis von synthetischen kationischen Poiymeren haben daher eine 
bevorzugte RoUe sofem ihre strukturellen Merlcmale reproduzierbar hergestelit und 
eindeutig charakterisiert werden konnen (M,C. Gairnett, Critical Reviews in 
Therapeutic Drug Carrier Systems 1999, 16, 147-207). 

15 Zahlreiche beschriebene Herstellungsverfahren von synthetischen kationischen Poiy- 
meren zur Komplexherstellung fuhren zu undefinierten Produkten hinsichtlich des 
Verzweigungsgrades der Polymere und deren Mikrostrulctur. Weiterhin sind zahl- 
reiche zur Transfektion eingesetzte Polymere nur durch sehr breite Molekular- 
gewichtsverteilungen charakterisiert oder nur durch ihre Molekulargewichts- 

20 mittelwerte beschrieben. 

Insbesondere Polyethylenimin (PEI), ein kationisches Polymer mit dreidimensio- 
naler, verzweigter Struktur, eignet sich zur Komplexienmg und Kondensienmg von 
Nukleinsauren (W.T. Godbey, J. of Controlled Release 1999, 60, 149-160). In einer 
25 Reihe von in vitro Experimentalserien konnte die Eignung zum Einschleusen von 
Nukleinsauren in Zellen gezeigt werden, wobei insbesondere Polymere niit niedrigen 
Molekulargewichten (LMW-PEI, LMW: low molecular weight) im Bereich mii Mw 
2000 g/Mol hohe Aktivitat zeigten (EP-A 0 905 254). Als Nachteil der verzweigten 
Polymere ist deren undefinierte Struktur zu werten. 

30 
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Lineare Polyethylenimine hingegen koiinen mit definierten Molekulargewichten 
hergestellt werden und warden in zalilreichen Applikationen fur in vitro und in vivo 
Gentransfer eingesetzt (WO 96/02655). Beniuhungen, die Transfektionseffizienz der 
linearen Polyethylenimine zu verbessem, ftihrten in zwei Richtungen (M.C. Gamett, 
5 Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 1999, 16, 147-207): 

1) Durch Einfiilirung von hydrophilen Substituenten konnte einerseits die Was- 
serloslichkeit der DNA/Polymer-Komplexe erhoht werden, und andererseits 
kormten die Komplexe hinsichtlich Proteinwechselwirkung inertisiert werden. 

10 Daneben wurden auch Blockcopolymere aus Polyethylenglykol imd Poly- 

ethylenimin beschrieben. 

2) Durch Einfuhrung von zellspezifischen Liganden, meist hydrophilen Kohlen- 
hydrat- oder Peptidstrukturen, konnte ein Targeting-Effekt erzielt werden. 

15 

Die Transfereffizienz der komplexierten Nukleinsauren in Zellen hSngt von vielen 
Faktoren ab, vor allem von der Wechselwirkung zwischen Komplexen xind Zellmem- 
branen, der Art des Zelltyps, der Grofie der Komplexe und des Ladungsverhaltnisses 
zwischen den Komponenten des Komplexes. Wenig ist liber die Wechselwirkung 
20 zwischen Komplexen und Zellmembran sowie die Aufnahme in Zellen bekannt. 

Eine erhohte Wechselwirkung von hydrophob substituierten Polyetliyleniminen mit 
Modellmembranen bestehend aus anionischen Phospholipiden konnte anhand eines 
Vergleichs von verzweigten unsubstituierten Polyethyleniminen mit substituierten 
25 Polyethyleniminen (Substitutionsgrad von bis zu 50 mol-% an Hexyl- bzw. Dodecyl- 
Alkylketten) gezeigt werden (D.A. Tirell et al., Macromolecules 1985, 18, 338-342). 

Die Verwendung von hydrophob funktionalisierten Polyethyleniminen fur die Kom- 
plexierung von Nukleinsauren ist nur fur Alkyl-substituierte Systeme beschrieben 
30 (WO 99/43752). Daneben konnte bei kationischen Polymeren auf Basis von Poly- 
acrylaten gezeigt werden, dass hydrophobe Monomereinheiten die Transfektions- 
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efFizienz erhohen (M. Kurisawa et al., J. Controlled Release 2000, 68, 1-8). Fur 
hydrophobisiertes Poly-L-Lysin mit 25 mol-% Stearyl-Einlieiten konnte gezeigt 
warden, dass ternare Komplexe aus Nukleinsauren mit Lipoproteinen in Kombi- 
nation mit diesen Polymeren zu einer Erhohung der Transfelctionseffizienz in 
5 Muskelzellen fuhren (K.-S. Kim, J. of Controlled Release 1997, 47, 51-59). In EP-A 
0 987 029 sind Polyalljdamine beschrieben, die optional lineare uiid verzweigte 
Alkylketten oder auch Arylgruppen tragen korinen. 

Hydrophobisierte Polyethylenimine mit langkettigen Alkylresten wurden bereits in 
10 Fomi quartemarer vollstandig alkylierter und damit hochgeladener Strukturen als 
Katalysatorsysteme in beispielsweise Esterspaltungen eingesetzt. Daneben wurden 
auch acylierte Strukturen zur Stabilisierung von Enzymen eingesetzt (US 4950596). 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Komplexe, die ein in Wasser losliches 
15 oder dispergierbares lineares kationisches Polymer mit hydrophoben Substituenten 
und zumindest eine Nukleinsaure umfassen. 

Vorzugsweise stellt das Pol3aner ein Polyamin und besonders bevorzugt ein 
Polyethylenimin dar. 

20 

Die hydrophoben Substituenten konnen als Seitenketten oder endstandig an dem 
Polymer angeordnet sein. Der Substitutionsgrad (prozentualer Anteil funktionali- 
sierter N-Atome in der Polymerhauptkette) betragt vorzugsweise zwischen 0,1 und 
10 Prozent. 

25 

Als hydrophobe Substituenten kommen insbesondere Alkylketten, Acylketten oder 
Steroid-artige Substituenten in Frage. Besonders geeignet als hydrophobe Substitu- 
enten sind Acylketten. Des Weiteren kommen hydrophobe Substituenten in Frage, 
die durch Addition der Stickstoffftinktionen der Polymerhauptkette an Isocyanate 
30 oder an a,P-ungesattigte Carbonylverbindungen eingeflihrt werden komaen. 
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Ein vorzugsweise fur die Komplexbildung verwendbares Polymer weist die folgende 
allgemeine Formel auf: 




5 

worin in jeder einzelnen [CH2-CH2-N]~Einheit . 

Wasserstoff, Methjd oder Ethyl bedeutet und 

10 Alkyl mit 1 bis 23 Kohlenstoffatomen, bevorzugt Alkyl mit 12 bis 23 Kohlen- 

stoffatomen, besonders bevorzugt Alkyl mit 17 Kohlenstoffatomen, bedeutet, 

vmd worin 

15 R^ und R"* (Endgruppen) unabhangig voneinander Wasserstoff und Alkyl mit 1 bis 24 
Kohlenstoffatomen, bevorzugt Alkyl mit 13 bis 24 Kohlenstoffatomen, 
besonders bevorzugt Alkyl mit 18 Kohlenstoffatomen, bedeuten, oder eine 
vom Initiator abhangige Struktur aufweisen, 

20 wobei 

R^ (Endgruppe) ein von der Abbruchrealcion abhangiger Substituent ist, 
beispielsweise Hydroxyl, NH2, NHR oder NR2, wobei die Reste R den 
Endgruppen R*^ und R"* entsprechen konnen, 

25 

und wobei der mittlere Polymerisationsgrad P=(m+n) im Bereich 45 bis 5250, 
bevorzugt im Bereich 250 bis 2250, besonders bevorzugt im Bereich 500 bis 2050, 
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liegt und n = a x P mit 0,001 <a<0,l, vorzugsweise 0501<a<0,05 und besonders 
bevorzugt a = 0,03. 

Dabei sind die Einlieiten m und n keine Blockstrukturen, sondem statistisch im 
5 Polymer verteilt. 



Ein weiteres vorzugsweise fiir die Komplexbildung verwendbares Polymer weist die 
folgende allgemeine Formel auf: 




worin in jeder einzelnen [CH2-CH2-N]-Einheit 



Wasserstoff, Methyl oder Ethyl bedeutet und ; 

15 

Alkyl mit 1 bis 22 Kohlenstoffatomen, bevorzugt Alkyl mit 1 1 bis 22 Kohlen- 
stoffatomen, besonders bevorzugt Alkyl mit 16 Kohlenstoffatomen, bedeutet. 



und worin 

20 

R und R (Endgruppen) vmabhangig voneinander Wasserstoff oder Acyl mit 1 bis 24 
Kohlenstoffatomen, bevorzugt Acyl mit 13 bis 24 Kohlenstoffatomen, beson- 
ders bevorzugt Acyl mit 18 Kohlenstoffatomen, bedeuten, oder eine vom 
hiitiator abhangige Struktur aufweisen, 

25 

wobei 
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(Endgruppe) ein von der Abbruchi'eakion abhangiger Substituent ist, 
beispielsweise Hydroxyl, NH2, NHR oder NR2, wobei die Reste R den 
Endgruppen R^ und R"^ entsprechen konnen. 



5 und wobei der mittlere Polymerisationsgrad P=(m+n) ini Bereich 45 bis 5250, 
bevorzugt im Bereich 250 bis 2250, besonders bevorzugt im Bereich 500 bis 2050, 
liegt und n = a x P mit 0,001<a<0,l, vorzugsweise 0,01<a<0,05 und besonders 
bevorzugt a = 0,03. 

10 Dabei sind die Einlieiten m und n keine Blockstrukturen, sondern statistisch im 
Polymer verteilt. 

Das Polymer ist neu und als solches Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

1 5 Ein weiteres vorzugsweise ftir die Komplexbildung verwendbares Polymer weist die 
folgende allgemeine Fonnel auf: 




H 



20 worin in jeder einzelnen [CHi-CHi-NJ-Einheit 

R^ R^ und R^ Wasserstoff oder Hydroxy bedeuten, 
und worin 
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R"^ und (EndgiTippen) unabhangig voneinander Wasserstoff oder Gallensauren 
bedeuten, oder eine vom Initiator abhangige Struktur aufweisen, 

wobei 

5 

R^ (Endgruppe) ein von der Abbruchieakion abhangiger Substituent ist, 
beispielsweise Hydroxyi, NH2, NHR oder NR25 wobei die Reste R den 
Endgruppen R"* und R^ entsprechen konnen, 

10 und wobei der mittlere Polymerisationsgrad P=(ni+n) im Bereich 45 bis 5250, 
bevorzugt im Bereich 250 bis 2250, besonders bevorzugt im Bereich 500 bis 2050, 
Uegt und n = a x P mit 0,001<a<0,l, vorzugsweise 0,01<a<0,05 und besonders 
bevorzugt a==0,03 . 



15 Dabei sind die Einheiten m und n keine Blockstiukturen, sondem statistisch im 
Polymer verteilt. 



Das Polymer ist neu und ais solches Gegenstand der vorliegenden Erfindimg. Dabei 
sind im Hinblick auf das Steroid-Grundgerust alle Stereoisomeren mitumfasst. 
20 Insbesondere konnen die Substituenten R^ R^ und R"' sowohl in der a- als auch in der 
P-Konfiguration angeordnet sein. Ebenso kann der Substituent in der 5-Position in 
der a- als auch in der P-Konfiguration vorliegen (Nomenklatur gemafi Rompp- 
Chemie-Lexikon, 9, Auflage, Georg Thieme Verlag, 1992). 

25 Ein weiteres vorzugsweise fur die Komplexbildung verwendbares Polymer weist die 
folgende allgemeine Fomiel auf: 
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worin in jeder einzelnen [CH2-CH2-N]-Eiiiheit 

5 OR"* Oder NR^R^ bedeutet, 

wobei 

R"* iind R^ unabhangig voneinander Wasserstoff oder Alkyl mit 1 bis 24 Kohlen- 
stoffatomen, bevorzugt Alkyl mit 13 bis 24 Kohlenstoffatomen, 
10 besonders bevorzugt Alkyl mit 18 Kohlenstoffatomen, bedeuten, 

und worin 

R^ und R^ (Endgruppen) unabhangig voneinander den Substituenten der Stickstoff- 
15 atome der Polymerhauptkette entsprechen oder eine vom Initiator 

abhangige Struktur aufweisen, 

wobei 

20 R^ (Endgruppe) ein von der Abbruclareaklion abhangiger Substituent ist, 
beispielsweise Hydroxyl, NHi, NHR oder NR2, wobei die Reste R den 
Endgruppen R^ und R^ entsprechen konnen, 

und wobei der mittl'ere Polymerisationsgrad P=(m+n) im Bereich 45 bis 5250, 
25 bevorzugt im Bereich 250 bis 2250, besonders bevorzugt im Bereich 500 bis 2050, 
liegt und n = a x P mit 0,001<a<0,l, vorzugsweise 0,01<a<0,05 und besonders 
bevorzugt a=0,03. 
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Dabei sind die Einheiten m und n keine Blockstrulcturen, sondem statistisch im 
Polymer veiteilt. 

5 Das Poljuier ist neu und als solches Gegenstaud der vorliegenden Erfindung. 

! j 

Ein weiteres vorzugsweise fur die Komplexbildung verwendbares Polymer weist die 
folgende allgenieine Formel auf: 



10 




worin in jeder einzelnen [CH2~CH2-N]-Einheit 

R' Alkyl mit 1 bis 24 Kohlenstoffatomen, bevorzugt AlkyI mit 13 bis 24 Kohlen- 
15 stoffatomen, besonders bevorzugt Alkyl mit 18 Kohlenstoffatomen, bedeutet, 

und worin 

R und R (Endgruppen) unabhangig voneinander den Substituenten der Stickstoff- 
20 atome der Polymerhauptkette entsprechen oder eine vom Initiator abhangige 

Struktur aufweisen, 

wobei 

25 R"^ (Endgruppe) ein von der Abbruchrealcion abhangiger Substituent ist, 
beispielsvveise Hydroxj'l, NH2, NHR oder NRi, wobei die Reste R den 
Endgruppen R^ und entsprechen konnen, 
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und wobei der mittlere Polymerisationsgrad P=(m-i-n) im Bereich 45 bis 5250, 
bevorzugt im Bereich 250 bis 2250, besonders bevorzugt im Bereich 500 bis 2050, 
liegt und n = a x P mit 0,001<a<0,l, vorzugsweise 0,01<a<0,05 und besonders 
5 bevorzugt a=0,03. 

Dabei sind die Einheiten m und n keine Blockstrukturen, sondem statistisch im 
Polymer verteilt. 

10 Das Polymer ist neu und als seiches Gegenstand der vorliegenden Erfindmig. 

Vorzugsweise weist das Polymer ein mittleres Molekulargewicht unter 
220000 g/mol, besonders bevorzugt ein Moieiculargewicht zwischen 2000 und 
100000 g/mol, ganz besonders bevorzugt ein Molekulargewicht zwischen 20000 und 
15 100000 g/mol, auf. 

Die hydrophoben Gruppen werden in polymeranalogen Reaktionen eingefuhrt, bei- 
spielsweise durch Alkylierung mit Halogenalkanen, Acylierung mit Carbonsaure- 
chloriden, Acylierung mit Reaktivestem, Michael-Addition an a,p-ungesattigte Car- 
20 bonylverbindungen (Carbonsauren, Carbonsaureamide, Carbonsaureester) oder durch 

Addition an Isocyanate. Es handelt sich hierbei um literaturbekannte Reaktionstypen 
(J. March, Advanced Organic Chemistry, Wiley, New York, 4. Auflage, 1992). 

Die Herstellung der linearen Polyethylenimine erfolgt beispielsweise durch kationi- 
25 sche Ringoffiiungspolymerisation von 2-Ethyloxazolin mit kationischen Initiatoren, 
vorzugsweise nach einer Vorschrift von B.L. Rivas et al. (Polymer Bull. 1992, 28, 
3-8). Die so erhaltenen Poly(ethyloxazoline) werden quantitativ durch Behandlung 
mit einer Mischung aus konzentrierter Salzsaure und Wasser, vorzugsweise einer 1:1 
Mischung aus konzentrierter Salzsaure und Wasser, unter Abspaltung von Propan- 
30 saure in die linearen Polyethylenimine uberfuhrt. Die Realctionstemperatur liegt vor- 
zugsweise zwischen 80 und lOO^^C, besonders bevorzugt bei 100°C. Die Reaktions- 
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zeit liegt vorzugsweise zwischen 12 und 30 Stunden, besonders bevorzugt bei 
24 Stunden. Die Reinigung des Produkts erfolgt vorzugsweise durch melirfache Um- 
kristallisation aus Ethanol. 

5 Mit dem beschriebenen Verfahren lassen sich die linearen Polyethylenimine im ge- 
wunschten Molekulargewichtsbereich von 2000 bis 220000 g/mol herstellen. 

Die Einftihrung der Alkylgruppen, wie z.B. C18-Alkylgruppen, erfolgt beispielsweise 
durch Reaktion einer 5 %-igen Losung des entsprechenden linearen Polyethylenimins 
10 in absolutem Ethanol bei einer Reaktionstemperatur von 40 bis VS'^C, vorzugsweise 
SO'^C, mit Octadecylchlorid. Die Dosiermenge des Alkylchlorids orientiert sich exakt 
an dem gewunschten Substitutionsgrad (0,1 bis 10%). Die Reaktionszeit betragt 
vorzugsweise zwischen 10 imd 24 Stunden, besonders bevorzugt 17 Stunden. 

15 Die Einfuhrung von Acylgruppen, wie z,B. CIS Acylgruppen, erfolgt beispielsweise 
durch Reaktion einer 5 %-igen Losung des entsprechenden linearen Polyethylenimins 
in absolutem Ethanol bei einer Reaktionstemperatur von 40 bis 60°C, vorzugsweise 
SO^'C, mit Octadecansaurechlorid. Die Dosiermenge des Saurechlorids orientiert sich 
exakt an dem gewunschten Substitutionsgrad (0,1 bis 10%). Die Reaktionszeit 

20 betragt vorzugsweise zwischen 10 und 24 Stunden, besonders bevorzugt 20 Stunden. 

Die Einfuhrung von Acylgruppen kann auch iiber eine Reaktivestermethode unter 
Aktivierung eines Carbonsaurederivates mit N-Hydroxysuccinimid erfolgen. Dieses 
Verfahren wird vorzugsweise im Fall der Polyethylenimin-Funktionalisierung mit 

25 GallensSuren angewendet. Dazu wird beispielsweise das Gallensaure-Derivat Cheno- 
desoxycholsaxire (3aJa-Dihydroxy-5p-cholansaure), im folgenden als Substituent 
mit CDC abgeklirzt, mit N-Hydroxysuccinimid in Dimethoxyethan als Losungsmittel 
in Gegenwart von Dicyclohexylcarbodiimid umgesetzt. Die Reaktion erfolgt bei 
Raumtemperatur, die Reaktionszeit betragt 16 Stunden. Der so hergestellte Reaktiv- 

30 ester wird mit einer 5 %-igen Losung des entsprechenden linearen Polyethylenimins 
in absolutem Ethanol umgesetzt. Die Dosiermenge des Reaktivesters orientiert sich 
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exakt an deni gewiinschten Substitutionsgrad (0,1 bis 10 %). Die Reaktionstempera- 
tur liegt zwischen 20 und eO^'C, vorzugsweise bei 50°C. Die Realctionszeit betragt 
vorzugsweise zwischen 10 und 24 Stunden, besonders bevorzugt 20 Stunden. 

5 Die Einfuhrung von beispielsweise Chenodesoxycholsaure in Oiigoamine wie bei- 
spielsweise Spermin oder Pentaethylenhexamin iiber die Reaktivestermethode ist in 
der Literatur beschrieben (S. Walker et al. Advanced Drug Delivery Reviews 1998, 
30, 61-71.). Die erfindungsgemafien Gallensaure-substituierten Polymere weisen 
hydrophobe Substitxienten auf, wobei sich der Grad der Hydrophobizitat durch die 
10 Anzahl der Hydroxy gruppen steuern lasst, analog wie in den von S. Walker et al. 
beschriebenen "cationic facial amphiphiles". 

Fiir die Herstellung der erfindungsgeniaBen Komplexe warden vorzugsweise hoch- 
gereinigte Proben eingesetzt. Dazu werden die hydrophoben linearen Polyethylen- 

15 imine in Wasser bei pH 7 in einer Konzentration von 0,1 bis 1 mg/ml, vorzugsweise 
0,5 mg/ml, gelost und durch eine SSulencliromatographie uber Sephadex vind 
anschlieBender Gefriertrocknimg gereinigt. AnschlieJJend werden die Polymere 
emeut in Wasser oder vorzugsweise physiologischer Kochsalzlosung vmter kurzer 
Ultraschallbehandlung gelost und auf pH 7 eingestellt. Die Konzentration der Poly- 

20 ethyleniminlosungen liegt fur die Komplexherstellung vorzugsweise zwischen 0,1 
und 1 mg/ml, besonders bevorzugt bei 0,5 mg/ml, 

Zur Charakterisierung der kationischen Polymere konnen Standardmethoden wie IH- 
NMR-Spektroskopie, FT-IR-Spektroskopie und Zetapotentialmessungen angewendet 
25 werden. 

Die fur die Komplexbildung zu verwendende Nuldeinsaure kann z.B. eine DNA oder 
RNA sein. Die Nukleinsaure kami ein Oligonukleotid oder ein Nuldeinsaure- 
konstrukt sein. Vorzugsweise unifasst die Nukleinsaure ein oder mehxere Gene. Be- 
30 sonders bevorzugt stellt die Nukleinsaure ein Plasmid dar. 
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Die Nukleinsaure kann eine Nukleotidsequenz umfassen, welche fur einen pharma- 
kologischen Wirkstoff oder dessen Vorstufe kodiert und/oder welche fui- ein Euzym 
kodiert. 

5 Die Nukleinsaure kann eine Nukleotidsequenz umfassen, welche fiir ein Antigen 
eines Pathogens kodiert. Pathogene und relevante zugehorige Antigene sind bei- 
spielsweise: Herpes Simplex Virus (HSV-1, HSV-2) und Glykoprotein D; Humanes 
Immunodefizienzvirus (HIV) und Gag, Nef, Pol; Hepatitis C Virus und NS3; 
Anthrax und Lethal Factor, Leislimania und ImSTH und TSA; Tuberkulose- 
10 Bakterien und Mtb 8.4. Grundsatzlich ist jede beliebige Nukleinsaure einsetzbar, die 
fur ein Antigen kodiert, gegen welches eine Immunantwort erfolgt. Gegebenenfalls 
sind diverse fur Antigene kodierende Nukleinsauren zu kombinieren. 

Die Nukleinsaure kann eine Nukleotidsequenz urafassen, welche fur ein Allergen 
15 kodiert. AUergene sind beispielsweise der f2 (Hausstaubmilbe), Bet vl 
(BirkenpoUen), Ara h2 (ErdnuB), Hev b5 (Latex). Grundsatzlich ist jede beliebige 
Nukleinsaure einsetzbar, die fur ein Antigen kodiert, welches im Menschen oder Tier 
allergischen Reaktionen hervorruft. Gegebenenfalls sind diverse fur AUergene 
kodierende Nukleinsauren zu kombinieren. 

20 

Die Nukleinsaure kann eine Nukleotidsequenz umfassen, welche fur ein immun- 
modulatorisches Protein kodiert. Imniunmodulatorische Proteine sind beispielsweise 
Zytokine (z.B. IL-4, IFNy, IL-10, TNFa), Chemokine (z.B. MCP-1, MlPla, 
RANTES), Co-Stimulatoren (z,B. CD80, CD86, CD40, CD40L) oder sonstige (z.B. 
25 Hitzeschockprotein). Auch CpG-Motive in DNA-Sequenzen weisen immun- 
modulatorische Eigenschaften auf. 

Gegebenenfalls kann die Nuldeinsaure eine Nukleotidsequenz umfassen, welche fur 
ein Fusionsprotein aus Antigen/Allergen und immunmodulatorischem Protein 
30 kodiert. 
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Die Nukleinsaure umfasst vorzugsweise weiterhin Sequenzen, die dazu fiihren, dass 
ein bestinnntes Gen spezifisch, beispielsweise virus spezifisch (d.h. z.B. nur in virus- 
infizierten Zellen), (ziel-)zellspezifisch, metabolisch spezifisch, zellzyklusspezifisch, 
entwicklungsspezifisch oder aber unspezifisch expriniieit wird. 

5 . _ 

Ini einfachsten Fall umfasst die Nukleinsaure ein Gen, welches das gevvoinschte 
Protein kodiert, und spezifische Proniotorsequenzen und gegebenenfalls weitere 
regulatorische Sequenzen. Zur Verstarkung und/oder Verlangerung der Expression 
des Gens konnen z.B. virale Promotor- und/oder Enhancersequenzen enthalten sein. 
10 Derartige Promotor- und/oder Enhancersequenzen sind beispielsweise in Dillon, 

TiBTech 1993, 11, 167 ubersichtlich dargestellt. Beispiele hierfiir sind die LTR- 
Sequenzen von Rous-Sarcomaviren und von Retroviren, die Promotor- und 
Enhancer-Region von CMV-Viren, die ITR-Sequenzen und/oder Promotorsequenzen 
p5, pi 9 und p40 von AAV-Viren, die ITR- und/oder Promotorsequenzen von 
15 Adenoviren, die ITR- xmd/oder Promotorsequenzen von Vaccinia Viren, die ITR- 
und/oder Promotorsequenzen von Herpesviren, die Promotorsequenzen von Parvo- 
viren und die Promotorsequenzen (upstream regulator region) von Papillomaviren. 

Die erfindungsgemaBen Komplexe konnen auch Polymere umfasseu, an welche 
zellspezifischen Liganden gekoppelt sind. Solche zellspezifischen Liganden komien 
beispielsweise derart beschaffen sein, dass sie an die auliere Membran einer Ziel- 
zelle, vorzugsweise einer tierischen bzw. menschlichen Zielzelle binden. Erfindungs- 
gemaiie Komplexe, die Liganden enthalten, konnen fur den zielzellspezifischen 
Transfer einer Nukleinsaure verwendet werden. Die Zielzelle kann beispielsweise 
eine Endothelzelle, eine Muskelzelle, ein Makrophage, ein Lymphozyt, eine Glia- 
zelle, eine blutbildende Zelle, eine Tvunorzelle, z.B. eine Leukamiezelle, eine 
virusinfizierte Zelle, eine Bronchialepithelzelle oder eine Leberzelle, z.B. eine 
sinusoidale Zelle der Leber sein. Ein Ligand, der spezifisch an Endothelzellen bindet, 
kann beispielsweise ausgewahlt werden aus der Gruppe bestehend aus monoklonalen 
Antikorpem oder deren Fragnienten, die spezifisch sind flix Endothelzellen, endstan- 
dig Mannose tragende Glykoproteine, Glykolipide oder Polysaccharide, Zytokine, 



20 



25 



30 
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Wachstumsfaktoren, Adhasionsmolekiile oder, in einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsfomi, aus Glykoproteinen aus der Hiille von Viren, die einen Tropismus 
fur Endothelzellen haben. Ein Ligand, der spezifisch an glatte Muskelzellen bindet, 
kann beispielsweise ausgewahlt werden aus der Gruppe umfassend monokionale 
5 Antikorper oder deren Fragmente, die spezifisch sind fiir Alctin, Zellmembran- 
rezeptoren sowie Wachstumsfaktoren oder, in einer besonders bevorzugten Ausfuh- 
rungsform, aus Glykoproteinen aus der Hiille von Viren, die einen Tropismus for 
glatte Muskelzellen haben. Ein Ligand, der spezifisch an Makrophagen und/oder 
Lymphozyten bindet, kann beispielsweise ausgewalilt werden aus der Gruppe 

10 umfassend monokionale Antikorper, die spezifisch sind fiir Membranantigene auf 
Makrophagen und/oder Lymphozyten, intakte Immunglobuline oder Fc-Fragmente 
von polyklonalen oder monoklonalen Antikoipem, die spezifisch sind fiir Membran- 
antigene auf Makrophagen und/oder Lymphozyten, Zytokine, Wachstumsfaktoren, 
endstandig Mannose tragende Peptide, Proteine, Lipide oder Polysaccharide oder, in 

15 einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform, aus Glykoproteinen aus der Hiille 
von Viren, insbesondere das HEF-Protein vom Influenza C- Virus mit Mutation in der 
Nukleotidposition 872 oder HEF-Spaltprodulcte des Influenza C-Virus enthaltend die 
katalytische Triade Serin-71, Histidin-368 oder -369 und Asp2u:aginsaure-261. Ein 
Ligand, der spezifisch an Gliazellen bindet, kann beispielsweise ausgewahlt werden 

20 aus der Gruppe umfassend Antikorper und Antikorperfragmente, die spezifisch an 
Membranstrukturen von Gliazellen binden, Adhasionsmolekule, endstandig Mannose 
tragende Peptide, Proteine, Lipide oder Polysaccharide, Wachstumsfaktoren oder, in 
einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform, aus Glykoproteinen aus der Hiille 
von Viren, die einen Tropismus fiir Gliazellen haben. Ein Ligand, der spezifisch an 

25 blutbildende Zellen bindet, kann beispielsweise ausgewahlt werden aus der Gruppe 
umfassend Antikorper oder Antikorperfragmente, die spezifisch sind fur einen 
Rezeptor des stem cell factors, IL-1 (insbesondere Rezeptortyp I oder 11), IL-3 (insbe- 
sondere Rezeptortyp a oder P), IL-6 oder GM-CSF, sowie intakte Immunglobuline 
Oder Fc-Fragmente, die diese Spezifitat aufweisen und Wachstumsfalctoren wie SCF, 

30 IL-1, IL-3, IL-6 Oder GM-CSF sowie deren Fragmente, die an die zugehorigen 
Rezeptoren binden. Ein Ligand, der spezifisch an Leukamiezellen bindet, kann bei- 
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spielsweise ausgewalilt werden aus der Gruppe umfassend Antikorper, Aiitikorper- 
fragmente, Inimunglobuline oder Fc-Fragmente, die spezifisch an Membraiistruk- 
turen auf Leukamiezellen binden, wie CD13, CD14, CD15, CD33, CAMAL, 
Sialosyl-Le, CDS, CDle, CD23, M38, IL-2-Rezeptoren, T-Zell-Rezeptoren, CALLA 
5 Oder CD 19, sowie Wachstuinsfaktoren oder da von abstammende Fragmente oder 
Retinoide. Ein Ligand, der spezifisch an virusinfizierte Zellen bindet, kann bei- 
spielsweise ausgewahlt werden aus der Gruppe umfassend Antikorper, Antikorper- 
fragmente, intakte Immunglobuline oder Fc-Fragmente, die spezifisch sind fiir ein 
Virusantigen, das nach Infektion durch das Virus auf der Zellmembran der infizierten 

10 Zelle exprimiert wird. Ein Ligand, der spezifisch an Bronchial epithelzellen^ 

sinusoidale Zellen der Leber oder Leberzellen binden kann, kann beispielsweise 
ausgewahlt werden aus der Gruppe umfassend Transferrin, Asialoglykoproteine, wie 
Asialoorosomucoid, Neoglykoprotein oder Galaktose, Lisulin, endstandig Maimose 
tragende Peptide, Proteine, Lipide oder Polysaccharide, intakte Immunglobuline oder 

15 Fc-Fragmente, die spezifisch an die Zielzellen binden und, in einer besonders 
bevorzugten Ausfiihrungsform, aus Glykoproteinen aus der Hulle von Viren, die 
spezifisch an die Zielzellen binden. Weitere detaillierte Beispiele fiir Liganden sind 
z.B. in EP-A 0 790 312 und EP-A 0 846 772 offenbart. 

20 Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Verwendung der erfindungsgemaBen 

Komplexe. Beispielsweise konnen die Komplexe zur Einfiihrung einer Nukleinsaure 
in eine Zelle bzw. Zielzelle (Transfektion), zur Herstellung eines Arzneimittels 
und/oder in der Gentherapie sowie der prophylaktischen und therapeutischen 
Vakzinierung und der Toleranzinduktion bei AUergien verwendet werden. Vor- 

25 zugsweise betrifft die Erfindung die Verwendung der erfindungsgemaBen Komplexe 
zur Einfuhnmg von nichtviralen oder viralen Nukleinsauiekonstrukten in eine Zelle 
und die Verabreichung dieser (transfizierten) Zelle an einen Patienten zum Zwecke 
der Prophylaxe oder Therapie einer Erlcranlcung, wobei die Zelle beispielsweise eine 
Endothelzelle, ein Lyniphozyt, ein Makrophage, eine Leberzelle, ein Fibroblast, eine 

30 Muskelzelle oder eine Epitheizelle sein karm und diese Zelle z.B. lokal auf die Haut 
appliziert oder sublaitan, intramuskular, in eine Wunde, in eine Korperholile, in ein 
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Orgaii Oder in ein BlutgefaB injiziert werden karin. In einer weiteren bevorzugten 
Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung die Verwendung der erfindungsgemaJien 
Komplexe zur Prophylaxe oder Therapie einer Erkranlcung, wobei die erfin- 
dungsgemafJen Komplexe in tiblicher Weise, vorzugsweise oral, parenteral oder 
5 topisch verabreicht werden konnen. Die erfindungsgemaJien Komplexe koniien 
beispielsweise perlingual, intranasal, dermal, subkutan, intravenos, intramuskular, 
rektal, in eine Wunde, in eine Korperhohle, in eine Korperoffnxmg, in ein Organ oder 
in ein BlutgefaB gegeben bzw. injiziert werden. 

Gegebenenfalls kann es sinnvoU sein, die erfmdungsgemafien Komplexe mit 
10 weiteren Zusatzen zu kombinieren (Adjuvants, Anasthetikum etc.). 

Ein Vorteil der erfindungsgemaBen Komplexierung von Nukleinsauren vor dem 
Einbringen in den Patienten liegt darin begriindet, dass die Bildung von anti-DNA- 
Antikfirpem hierdurch erschwert wird. Nackte DNA, in Versuchstiere eingebracht, 
15 ftihrte hingegen in Lupus-prone-Mausen zu einer Erhohung der Bildimg von 
Autoinunimantikorpem und einer Verdreifachung der Anzahl von Autoantik5rper 
sezemierenden B-Zellen (fClinman et al., DNA vaccines: safety and efficacy issues, 
in Gene Vaccination: Theory and Practice, ed. E.Raz, Springer). 

20 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellimg 
einer transfizierten Zelle bzw. Zielzelle, wobei die erfindungsgemaBen Komplexe mit 
dieser Zelle inkubiert werden, Vorzugsweise wird die Transfektion in vitro durch- 
gefuhrt. Gegenstand der Erfindung ist weiterhin eine transfizierte Zelle bzw. Ziel- 
zelle, die die erfindxmgsgemaBen Komplexe enthalt. Die Erfindung betrifft weiterhin 

25 die Verwendung der transfizierten Zelle, beispielsweise als Arzneimittel bzw. zur 
Herstellung eines Arzneimittels und/oder zur Gentherapie. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiterhin ein Arzneimittel, das die 
erfindungsgemaBen Komplexe und/oder eine damit transfizierte Zelle enthalt. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfalireii zur Herstellung eines 
Arzneimittels, wobei die erfindungsgemaUen Komplexe mit weiteren Additiven 
gemischt werden. 



5 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Kopplung der erfindungs- 
gemafien Polymere an einen zellspezifischen Liganden und die Verwendung des 
Kopplungsprodulctes im Komplex mit einer viralen oder nicht viralen Nukleinsaure 
fiir die Einflihrung dieser Nukleinsaure in eine Zelle oder fur die Verabreichung des 
Komplexes an einen Sanger zur Prophylaxe oder Therapie einer Erkrankung. Die 
10 Moglichkeiten der Herstellung und Kopplung von zellspezifischen Liganden sind 

bereits in den Patentanmeldungen EP-A 0 790 312 und DE-A 196 49 645 ausfulirlich 
beschrieben worden. Auf diese Patentanmeldungen wird ausdriicklich Bezug genom- 
men. 

Die erfindungsgemafien Komplexe aus Polymer, gegebenenfalls gekoppelt mit einem 
zellspezifischen Ligemden, und einem viralen oder nicht\'iralen Nukleinsaurekon- 
strukt, stellen ein Gentransfer-Material fur die Gentherapie dar. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform werden diese Komplexe Patienten auBerlich oder innerlich, lokal, 
in eine Korperhohle, in ein Organ, in den Blutkreislauf, in den Atemweg, in den 
Magen-Darm-Trakt, in den Urogenitaltralct, oral, intranasal, intramuskular oder 
subkutan verabreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch Zellen, insbesondere von Hefen 
oder Saugera, in die mit Hilfe der erfindungsgemafien Komplexe ein Nukleinsaure- 
25 konstrukt eingefiihrt w^orden ist. In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform 
werden die Nukeinsaurekonstrukte mit Hilfe der erfindungsgemafien Komplexe in 
Zellinien eingebracht, die dann nach Transfektion zur Expression des gewahlten 
Gens verwendet werden konnen. Diese Zellen konnen somit zur Bereitstellmig eines 
Arzneimittels fur Patienten verwendet werden. 
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Gegenstand der Erfindung ist des Weiteren die Verwendung von Saugei*zellen, in die 
mit Hilfe der erfindungsgemaUen Komplexe eine Nukleinsaure eingefulirt worden ist, 
fUr die Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung oder Prophylaxe einer 
Erkrankung. Beispielsweise kOnnen Endothelzellen aus dem Blut gewonnen, in vitro 
5 mit den erfindungsgemafien Komplexen beliandelt und dem Patienten beispielsweise 
intravenos injiziert werden. Weiterhin koiinen beispielsweise dendritische Zellen 
(antigenprasentierende Zellen) aus dem Blut gewonnen, in vitro mit den erfin- 
dungsgemaiien Komplexen behandelt und zur Induktion einer prophylaktischen oder 
therapeutischen Immunantwort dem Patienten injiziert werden. Derartige in vitro 
10 transfizierte Zellen konnen auch in Kombination mit den erfindungsgemafien 
Komplexen Patienten verabreicht werden. Diese Kombination beinhaltet, dass Zellen 
und Komplexe jeweils gleichzeitig oder zu unterschiedlichen Zeitpunkten, an 
gleichen oder an unterschiedlichen Orten verabreicht oder injiziert werden. 

1 5 Die erfindungsgemafien Polymere werden mit der Nukleinsaure durch Vennischen 
beider Ausgangssubstanzen komplexiert. Das Mischungsverhaltnis wird durch das 
angestrebte Ladungsverhaltnis zwischen negativ geladener Nukleinsaure und positiv 
geladenem Polymer bestinimt. Aus Zetapotentialmessungen kormte ermittelt werden, 
dass im Falle der hydrophob funktionalisierten linearen Polyethylenimine (H-LPEI) 

20 der Protonieiimgsgrad bei pH 7 ca. 50 % betragt. Das Ladungsverhaltnis von 

DNA/Polymer kann zwischen 1:0,1 und 1:10 variieren. Das bevorzugte 
Ladungsverhaltnis liegt zwdschen 1:2 und 1:10. Bei Ladungsverhaltnissen von 1:5 bis 
1:10 kann bei einer DNA-Konzentration von 100 |ig/ml eine Triibung bzw. 
Prazipitation auftreten. Falls Prazipitate entstehen, konnen diese vor der Applikation 

25 resuspendiert oder redispergiert werden, 

Vorzugsweise werden die erfmdungsgemafien Komplexe durch Zugabe der H-LPEI- 
Losung zu der entsprechenden Nukleinsaure-Losung hergestellt. Besonders bevor- 
zugt sind die Konzentrationen so eingestellt, dass eine 1:1 VoL-Mischung hergestellt 
30 ward. 
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Die Komplexe konnen durch Agarose-Gelelelctrophorese untersucht werden, um die 
Ladungsverhaltnisse zu charakterisieren. Ausgewahlte Komplexe koiinen durch 
Rasterkraftmikroskopie untersucht werden, um Informatioiien tiber die DNA- 
Koiidensation und die Grofie der Komplexe zu erhalten. 

5 

Es ist tiberraschend, dass insbesondere hydrophobe Gruppen, die an die Polymerkette 
gebunden sind, trotz einer verringerten WasserlosUchkeit besonders gute Ergebnisse 
zeigen und definierte kondensierte Komplexe bilden. Man musste erwarten, d£iss 
hydrophob modifizierte Polymere wie Tenside oder Emulgatoren wirken und daher 
10 nicht in der Lage sind, partikulare Komplexe mit Nuldeinsauren zu bilden. Weiterhin 
war zu erwarten, dass die hydrophoben Substituenten die Oberflachencharakteristik 
der Nukleinsaure/Polymer-Komplexe bestinimen, was folglich zu einer erhohten 
Zellmembran-Wechselwirkung und damit zu einer gesteigerten Transfektionseffi- 
zienz fuhrt. 
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Beisoicle 
Allgcmeincs 

5 Uberraschend stellte sich heraus, dass die hydrophoben linearen Polyethylenimine, 
im folgenden als H-LPEI abgekurzt, in Bezug auf Wirksainkeit als Vektor fiir die 
Einftihrung von Nukleinsauren in Zellen und in seiner biologischen Vertragiiclikeit 
den linearen unsubstituierten Polyethyleniminen (LPEI) deutlich iiberlegen sind. In 
Mausexperinienten wurden Nukleinsaure-Komplexe enthaltend H-LPEI und DNA- 
10 Plasmid, welches das menschliche Faktor VIII (FVIII)-Protein kodiert, im Vergleich 
zu linearem unsubstituiertem Polyethyleniminen jeweils mit gleichem Molekular- 
gewicht getestet. Proteinexpression komite nur im Falle der H-LPEI-Komplexe 
nachgewiesen werden. Ebenso waren Transfektionsexperimente mit nackter DNA 
stets negativ. 

15 

Bei den Untersuchungen zur FVIII-Gentherapie erwiesen sich insbesondere acylierte 
Polyethylenimine als wirksam, vorzugsweise mit CIS Seitenkette. Der Acylierungs- 
grad liegt zwischen 0,1 und 10 Prozent, vorzugsweise zwischen 1 und 5 Prozent und 
besonders bevorzugt bei 3 Prozent. Das mittlere Molekulargewicht liegt vorzugs- 
20 weise im Bereich 20 000 bis 100 000 g/Mol. 

Weiterhin wurden insbesondere lineare Polyethylenimine mit Gallensauie-Substitu- 
enten als wirksam identifiziert, vorzugsweise mit CDC-Substituenten. Der Acylie- 
rungsgrad liegt zwischen 0,1 und 10 Prozent, vorzugsweise zwischen 1 imd 5 Prozent 
25 und besonders bevorzugt bei 3 Prozent. Das Molekulargewicht liegt vorzugsweise im 
Bereich 20 000 bis 100 000 g/Mol. 

Gleiclizeitig wurden im Rahmen der in vivo Tests keinerlei toxische Reaktionen 
beobachtet. 

30 
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Die Analytik und die Bestinimung der FVIII-Proteinexpression der in vivo Experi- 
mente sowie die entsprechenden Protokolle sind in den naclifolgenden Beispielen 
detailieit beschrieben. 

5 Beispiel 1 

Synthese der linearen Polyethylenimine (LPEI): 

Lineare Polyethylene wurden durch kationische ringoffnende Polymerisation von 2- 
10 Ethyloxazolin zu Pol3'(ethyloxazolin) (analog B.L. Rivas, S.I. Ananias, Polymer Bull. 

1992, 28, 3-8) und anschlieBender saurer Hydrolyse durch Abspaltung von 
Propansaure syntlietisiert. Bestimmte Vorlaufer-Polymere (Poly(ethyloxazoline)) 
sind auch kommerziell erhaltlich (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland). Die 
Vorlaufer-Polymere wurden durch Gelpermeationschromatographie, IH-NMR und 
1 5 FT-IR charakterisiert. 

Eine quantitative Hydrolyse gelang durch Umsetzung von beispielsweise 24,7 g 
Poly(etlayloxazolin) (Ivlw 200000 g/mol) in einer Mischung aus 40 ml Wasser und 
40 ml konzentrierter Salzsaure bei 100°C. Nach 24 Stunden wurde der gebildete 

20 voluminose Niederschlag durch Zusatz von 250 ml Wasser gelost. Nach Abktihlen 
auf 20^C \vurde das Produlct unter Zusatz von 20 %-iger NaOH auf pH 1 1 eingestellt 
und gefallt. Nach Absaugen und Waschen des Niederschlags (Waschwasser pH 7) 
wurde im Hochvalcuum iiber Phosphorpentoxid getrocknet. Das Rohprodukt vmrde 
anschliefiend aus Ethanol umkristallisiert (Ausbeute 9,5 g/88 %). Hochreine Chargen 

25 (Milligramm-Mengen) wurden durch Saulencliromatographie iiber Sephadex G25 
(Pharmacia disposable PD-10 desalting colxurm) von gesattigten wassrigen Losungen 
(pH 7) des Polyethylenimins mit Millipore- Wasser als Eluent und anschliefiender 
Gefriertrocknung erhalten. 

30 Die linearen Polyethylenimine wurden durch IH-NMR und FT-IR charakterisiert, 
wodurch die quantitative Hydrolyse bestatigt werden konnte. 
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Beisniel 2 

Synthese der hydrophob funktionalisierten linearen Polyethylenimine (H-LPEI) am 
Beispiel der Einfulirung von 3 mol-% ClS-Alkylgmppen in LPEI mit einem Mw von 
5 87000 g/N4ol: 

Dazu wurden 0,5 g LPEI unter Argon in 10 ml Ethanol bei 60°C gelost und nach 
langsamer Zugabe von 0,11 g (0,13 ml) Octadecylchlorid 17 Stunden geriihrt. Das 
Reaktionsprodukt.wurde bei 20°C durch Zusatz von 20 ml Wasser gefallt, abfiltriert, 

10 mit Wasser gewaschen (Waschwasser pH 7) und im Hochvakuum uber Phosphor- 
pentoxid getrocknet (Ausbeute 0,48 g/96 %). Hoclireine Chargen (Milligramm- 
Mengen) wurden durch Saulenchromatographie uber Sephadex G25 (Pharmacia 
disposable PD-10 desalting column) von gesSttigten wassrigen Losungen (pH 7) des 
Polyethylenimins mit Millipore- Wasser als Eluent und anschlieliender Gefrier- 

1 5 trocknung erhalten. 

Die alkylierten linearen Polyethylenimine wurden durch IH-NMR und FT-IR 
charakterisiert, wodurch der gewunschte Alkylierungsgrad bestatigt werden konnte. 

20 Beispiel 3 

Synthese der hydrophob funktionalisierten linearen Polyethylenimine (H-LPEI) am 
Beispiel der Einfuhrung von 3 mol-% C18-Acylgmppen in LPEI mit einem Mw von 
87000 g/Mol: 

25 

Dazu wurden 0,5 g LPEI unter Argon in 10 ml Ethanol bei 50°C gelost und nach 
langsamer Zugabe von 0,11 g (0,12 ml) Octadecansaurechlorid 20 Stunden geriihrt. 
Die Reaktionsmischung wurde nach Fihration im Vakuum quantitativ eingeengt. Der 
Ruckstand wurde in der Hitze in 4 ml Ethanol gelost und das Produkt wurde bei 20^*0 
30 durch Zusatz von 8 ml Wasser gefallt. Nach Filtration und Waschen mit Wasser 
(Waschwasser pH 7) wurde im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxid getrocknet 
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(Ausbeute 0,38 g/76 %). Hochieine Chargen (Milligraiami-Mengen) Avurden durch 
Saulenchromatographie iiber Sephadex G25 (Pharmacia disposable PD-10 desalting 
column) von gesattigten wassrigen Losimgen (pH 7) des Polyethyleniinins mit 
Millipore-Wasser als Eluent und anschlicBender Gefriertrocknung erhalten. 

5 

Die acylierten linearen Polyethylenimine warden durch IH-NMR imd FT-IR charak- 
terisiert, wodurch der gewunschte Acylierungsgrad bestatigt werden konnte. 

Beisniel 4 

10 

Synthese der hydrophob funktionalisierten linearen Polyethylenimine (H-LPEI) am 
Beispiel der Einfiilming von 3 mol-% Chenodesoxycholsaure-Gruppen (3a,7a- 
Dihydroxy-SP-cholansaure) in LPEI mit einem Mw von 87000 g/Mol: 

15 Chenodesoxycholsaure (Sigma- Aldrich Chemie GmbH) wurde dazu mit N-Hydroxy- 
succinimid in eine Reaktivester-Verbindung uberfiilirt. 1 g Chenodesoxycholsaure 
und 0,32 g N-Hydroxysuccinimid wurden in 5 ml Dimethoxyethan gelost xmd bei 0- 
5^C mit 0,63 g Dicyclohexylcarbodiimid umgesetzt. Die Reakionsmischung wurde 
16 Stunden gerulirt, der Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat im Vakuum 

20 eingeengt. Der Reaktivester wurde im Hochvakuum getrocknet (stabiler Schaum) 

und durch IH-NMR charalcterisiert. Olme weitere Reinigung wurden 179 mg des 
Chenodesoxycholsaure-Reaktivesters bei Raumtehiperatur unter Argon zu einer 
Losung von 0,5 g LPEI in 10 nil Ethanol gegeben. Anscliliefiend wurde die Reak- 
tionsmischung 20 Stunden bei 50°C gertihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur 

25 v^de das Produkt durch Zusatz von 25 ml Wasser gefallt. Der Rtickstand wurde 
abfiltriert, mit Wasser gewaschen (Waschwasser pH 7) und im Hochvalcuum uber 
Phosphorpentoxid getrocknet. (Ausbeute 0,41 g/82 %), Hochreine Chargen (Milli- 
gramm-Mengen) wurden durch Saulenchromatographie uber Sephadex G25 (Phar- 
macia disposable PD-10 desalting column) von gesattigten wassrigen Losungen 

30 (pH 7) des Polyethylenimins mit Millipore-Wasser als Eluent und anschlieUender 
Gefriertrocknung erhalten. 
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Die mittels Reaktivester-Methode Acyl-funktionalisierten linearen Polyethylenimine 
wurden durch IH-NMR und FT-IR charalcterisiert, wodurch der gewunschte Acy- 
lierungsgrad bestatigt werden konnte. 

5 Beispiel 5 

Zetapotentialmessungen: 

Zur Ermittlung der Ladung bzw. des Protonierungsgrades der linearen Polyethylen- 
10 imine und der hydrophob funktionalisierten Polyethylenimine in wassriger Losung 
bei physiologischem pH-Wert wurden Zetapotentialmessungen durchgeftihrt, Unab- 
hangig vom mittleren Molekulargewicht und vmabhangig vom Polymertyp lieli sich 
bei pH 7 ein mittlerer Protonierungsgrad von 50 % ermittebi, d.h. ca. 50 % der 
Stickstoffatome liegen in wassriger Losung bei pH 7 protoniert vor. 

15 

Beispiel 6 

Praparation der Polynukleotid/Polymer-Komplexe: 

20 Ziel war die Herstellung von Polynukleotid/Polymer-Komplexen am Beispiel der 
Komplexierung des FVIH-Plasmids pCY2 mit unterschiedlichen Polynukleotid/- 
Polymerladungsverhaltnissen (1:0,1 bis 1:10) und einer konstanten Polynukleotid- 
Konzentration von 250 |ag/ml. Die Ladungsverhaltnisse und die korrespondierenden 
Konzentrationen lassen sich auf Basis der in Beispiel 5 vorgestellten Zetapotential- 

25 messimgen kalkulieren. 

Das Plasmid pCY2 ist in der Literatur beschrieben (C.R. Ill, C.Q. Yang, S.M. 
Budlingmaier, J.N. Gonzales, D.S. Burns, R.M. Bartholomew and P. Scuderi, Blood 
Coagulation and Fibrinolysis 1997, 8(2), 23-30). PCY2 ist 9164 Bp lang und enthalt 
30 den "thyroid hormone binding globulin" Promotor, zwei Kopien des alpha-1 Micro- 
globulin/Bikunin-Enliancers und den 5'-Bereich eines Kaninchen beta-Globulingen- 
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Introns, welches die Expression eines huniaiien B-Region-deietierten FVIH-Gens 
steuert. Das Plasmid enthalt weiterhin ein Ampicillin-Aiitibiotikaresistenz-Gen, den 
CoIEl-Replikationsursprang und eine polyA-Stelle. 

5 Von alien Polyethyleniminen (LPEI, H-LPEI) mirden Staiiunlpsungen sowohl in 
Wasser als audi in physiologischer Kochsalzlosung bei pH 7 mit einer Konzentration 
von 0,5 mg/ml hergestellt. Dazu wurden 25 mg des LPEI bzw. des H-LPEI unter 
Erhltzen und kurzer Ultraschallbehandlung in 30 ml Wasser oder physiologischer 
Kochsalzlosung gelost, mit 0, 1 N HCl auf pH 7 eingestellt und auf ein Endvolumen 

10 von 50 ml aufgefuUt. Die Stanimlosungen vmrden steril filtriert (0,2 jam) und konnen 
bei 20°C tiber lange Zeit gelagert werden, Aus den Stanimlosungen vmrden Verdun- 
nungsreihen hergestellt Qc 1 ml, Tabelle 1) die durch Umsetzung mit Polynukleotid- 
15sungen der Konzentration 500 |xg/ml im Volumenverhaltnis 1:1 zu einem Poly- 
nukleotid-Komplex mit definierter Ladung imd einer Polynukleotid-Konzentration 

15 von 250 |xg/ml fuhren (Tabelle 2). Bei Standardexperimenten wurde haufig ein 
Volumen von 300 |a.l der Polynukleotid/LPEI- bzw. Polynukleotid/H-LPEI-L6sung 
gewalilt. Bei Komplexen mit hohem Polyetliylenimin-Anteil konnen Prazipitate 
auftreten, die vor der jeweiligen Applikation resuspendiert oder redispergiert werden 
konnen. 

20 

Die Polymerlosungen wurden bei Raumtemperatur unter sterilen Bedingungen zu den 
Polynukleotid-Losimgen pipettiert und anscliliefiend im Vortex gemischt. Nach einer 
Inkubationszeit von 4 Stunden bei Raumtemperatur woirden die Polynukleo- 
tid/Polymer-Komplexe bei 4°C gelagert, die Lagerstabilitat der Komplexe erstreckte 
25 sich iiber mehrere Wochen. Fur die Tierexperimente konnen die Komplexlosungen 
wie gewiinscht verdunnt werden. 
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Tabelle 1 : Herstellung von Verdiinnungsreihen aus LPEI- bzw. H-LPEI- Stanim- 
losungen 





LPEI, H-LPEI 


Wasser oder 




LPEI, H-LPEI 


Stammlosung 


phys. NaCi- 


Gesamtvolumen 




c = 500 |a.g/ml 


Losung 




c / |j.g/ml 


V/fil 


. V/nl 


V/^il 


19 


38 


962 


1000 


47 


95 


905 


1000 


95 


189 


811 


1000 


142 


284 


716 


1000 


189 


378 


622 


1000 


378 


756 


244 


1000 
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Tabelle 2 : Ubersicht uber die Praparation von Pol5'nulcleotid/LPEI- bzw. H- 
LPEI-Komplexen (wassrige LOsungen) mit unterschiedlichen La- 
dungsverhaltnissen fiir in vivo-Experimente und fur die gelelektro- 
phoretische Untersuchungen 



Polynu- 

kleotid/- 

Polymer- 

Ladungs- 

verhaltnis 


LPEI/H-LPEI 


Wasser 
Oder phys. 
NaCl- 
Lsg. 


Poly- 
nukleotid 
c = 500 pg/ml 


Polynukleo- 
tid 
c= 1000 
fj,g/ml 


Komplex 




c/fxg/ml 




V/nl 


V/^1 


V/^il 


Vgesamt / M-1 


1 : 0,1 


19 


150 


0 


150 


0 


300 


1 : 0,25 


47 


150 


0 


150 


0 


300 


1 : 0,5 


95 


150 


0 


150 


0 


300 


1 : 0,75 


142 


150 


0 


150 


0 


300 


1 : 1 


189 


150 


0 


150 


0 


300 


1 :2 


378 


150 


0 


150 


0 


300 


1 : 3 


500 


170 


55 


0 


75 


300 
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Beispiel 7 

Charakterisierung der Polynukleotid/Polymer-Komplexe durch Gelelektrophorese: 

5 Das Komplexierungsverhalten der Polymere und die Ladungssituation der Poly- 
nukleotid/Polymer-Komplexe wurde durch Agarose-Gelelektrophorese untersucht. 
Die Gele wurden jeweils aus 0,4 g Agarose und 40 ml Trisacetat-Puffer (0,04 M, pH 
8,3 mit 0,01 M EDTA) hergestellt (Dicke ca. 0,6 cm). Proben bestehend aus 4 |al 
Polynukieotid/Polymer-Kompiex (c = 250 \xg/ml% 9,5 jxl Wasser (Millipore) sowie 
10 1,5 Stoppmix wurden im Vortex vermischt und quantitativ in die Geltaschen 

uberfuhrt. Die Gelelektrophorese erfolgte in der Regel bei einem Strom von 100 bis 
150 niA (110 V). Zum Vergleich wurde in jedem Gelelektrophorese-Lauf zusatzlich 
ein DNA-Marker (PeqLab, 1 kb Ladder) und nacktes (nicht komplexiertes) Poly- 
nukleotid analysiert. 

15 

Nach Entwicklung des Gels in einer wassrigen Losung von Ethidiumbromid und 
Bestrahlung bei 254 nm wurde die Lokalisation der DNA-Banden visualisiert, Im 
Falle des FVIII-Plasmids sind 2 Banden sichtbar, die der supercoiled und der 
zirkularen Form des Plasmids entsprechen und in Richtung der Anode wanderten. 

20 LPEl und H-LPEI waren mit Ethidiumbromid nicht detektierbar. Zunelimender 
Polymeranteil in den Komplexen fiihrte zu einer partiellen, noch unvoUstandigen 
Retardierung des Plasmids am Auftragsort. Komplexe ab einem Polynukleotid/Poly- 
mer-Ladungsverhaltnis von 1:1 waren nicht mehr detektierbar, d.h. eine Interkalation 
von Ethidiumbromid in die DNA war nicht mehr moglich. Es ist anzunehmen, dass 

25 die kompaktierte DNA ab einem Ladungsverhaltnis von 1:1 bereits als polymer- 

verkapselte Partikel vorliegt. Die gelelektrophoretischen Ergebnisse sind unabhangig 
vom Typ (Molekulargewicht, Substitution) der tmtersuchten linearen Poly- 
ethylenimine. Die kalkulierten Ladungsverhaltnisse (siehe Beispiel 5) lassen sich 
durch Gelelektrophorese bestatigen. 



30 
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Beisniel 8 

Charakterisierung der Polynuldeotid/Polymer-Komplexe durch Rasterkraftmikrosko- 
pie (AFM): 

5 

Ausgewahlte Polynukleotid/Polymer-Komplexe, die in wassriger Ldsuiig prapariert 
wurden, warden durch AFM (Digital Instruments) charakterisiert. Dazu wurden die 
Losungen der Komplexe auf eine Konzentration von 0,5 bis 1 |ig/ml mit Wasser ver- 
dunnt und zwischen 1 imd 5 \i\ der verdiinnten Losungen auf ein Silicium-Substrat 
10 pipettiert. Nach Verdampfen des Wasser (ca, 5 min) wird die Probe im AFM 

analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass ab einem Polynukleotid/Polymer-Verhalt- 
nis von 1:0,15 DNA-Kondensation und Partikelbildung stattfindet, wobei die Par- 
tikelgroBe im Bereich von 100 bis 200 nm liegt. 

15 Beispicl 9 

In vivo Transfektionsexperimente mit hydrophob fiinktionalisierten Polyethylen- 
iniinen (H-LPEI): 

20 Die Polynukleotid/Polymer-Komplexe wurden mit dem fur FVIII kodierenden 

Plasmid pCY2 hergestellt. 

Es wurden weibliche C57Bl/6-Mause verwendet, die 5-6 Wochen alt waren und 
jeweils ungefahr 20 g wogen. Die Mause wiuden von Simonsen Labs Inc, USA 
25 erworben. 

In den Experimenten wurden 5 Mause/Gruppe verwendet und liber die Schwanzvene 
mit entweder 50 \xg Plasmid-DNA allein oder 50 yig Plasmid-DNA + Polymer in 
200 Ill/Tier injiziert. Das DNA : Polymer-Ladungsverhaltnis betmg 1:0,5. In nach- 
30 folgenden Experimenten wurden 10 Mause/Gruppe und verschiedene Ladungs- 
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verhaltnisse von DNA : Polymer/LPEI bzw. Polymer/H-LPEI verwendet. Die Tiere 
wurden 24 Stunden nach Injektion retro-orbital geblutet. 

Plasma-Proben dieser Tiere wurden unter Verwendung eines modifizierten FVIII- 
5 Aktivitatstests untersucht. Das Plasma wurde zuerst 1:4 in Phosphat-gepufferter 
Kochsalzlosung verdiinnt, bevor es in eine Milaotiterplatte niit 96 Vertiefungen, die 
mit dem monoklonalen Maus-Antikorper C7F7 beschichtet wai'en, uberfuhrt wurde. 
Der C7F7-Antik6rper ist spezifisch fur die leichte Kette des humanen FVIII und 
reagiert nicht mit Maus-FVIII. Nach 2 Stunden Inlcubation bei 37''C wurde die Platte 

1 0 zweimal mit PBS enthaltend 0,05 % Tween 20 gewaschen. Danach wurden die 
Reagenzien und Testbedingungen, wie vom Hersteller des "Coatest-Kits" 
(Diapharma Inc., Schweden) besclirieben, verwendet Der letzte Testscliritt bestand 
in der Bestinmiung der optischen Dichte bei 405/450 nm. AUe FVIII- Werte wurden 
ausgehend von einer Standard-Kurve, die durch Zufugen von rekombinantem 

15 humanen FVIII zu dem verdunnten Maus-Plasma erstellt wurde, extrapoliert 
(Kalibrierung gezeigt in Tabelle 3). 

Die Ergebnisse sind in den Tabellen 4 und 5 gezeigt. 

20 FVIII-Aktivitatstest (C7F7 modifizierter "Coatest"): 
Reagenzien und Puffer: 

Beschichtungs-Puffer: Entweder Sigma P-3813, pH 7,4 oder 0,1 M Hydrogen- 
carbonat-Puffer pH 9,2; 

Blockierungs-Puffer: Ix Coatest-Pufferlosung + 0,8 % BSA + 0,05 % Tween 20; 
25 Wasch-Puffer: 20 mM Tris-HCl, 0,1 M NaCl, 0,05 % Tween 20 pH 7,2, Filtrieren 
vor Gebrauch; 

Inkubations-Puffer: Blockierungs-Puffer oliiie Tween 20; 
Coatest VIll: C/4-Testldt: Cliromogenix AB, #82-19-18-63/2 



• 
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Verfahren: 



10 



15 



20 



25 



1 . Beschichten einer Inimulon-Platte mit 96 Vertiefungen mit 5 |ig/ml C7F7 in 
Bescliichtungs-Puffer (100 [ilA'^ertiefung) bei 4^C uber Nacht; 

2. 3 X Waschen; Zufiigen von Blockierungs-Puffer (100 ulA^ertiefung); 
Inkubation bei 37^C fur mindestens 1 Stunde; 

3. 3 X Waschen; Zufugen der in Bloclcierungs-Puffer (100 |ilA^ertiefung); 
verdunnten Proben; Inkubation bei 37°C fur 1 -2 Stunden; 

4. 3 X Waschen; Zufugen von lakubationspuffer (25 [iIA^ertiefung); danach 
Zufugen der "Coatest-Reagenzien" (Kit: 50 |al A^ertiefung von gemischtem 
FIXa, FX + Phospholipid); Befolgen der Mischungsanweisungen des Kits; 
Inkubation bei 37°C fxir 5 Minuten; danach Zugabe von 50 |il des Substrats 
S-222 zu jeder Vertiefung und Inkubation bei 37^C fiir 5 Minuten, oder 
10 Minuten fur Werte im niedrigeren Bereich (die 4. Stufe kann in einem 
Heizblock mit Schiittler durchgefiihit werden); 

5. Stop-Reaktion mit 2 %iger Zitronensaure (50 |j.l/Vertiefung); 

6. O.D.-Messung bei 405-450 mn. 
Beispiel 10 

Vergleichsexperimente (Tabelle 5a,b): 

In vivo Vergleichsexperimente mit dem nacktem FVIII-Plasmid pCY2 waren stets 
negativ, d.h. es konnte keine Proteinexpression nachgewiesen werden. In Vergleichs- 
experimenten mit Plasmid/Polymer-Komplexen auf Basis unsubstituierter linearer 
Polyethylenimine (LPEI) mit drei unterschiedlichen Moiekulargewichtsverteilungen 
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(Mw 22000, 87000, 217000 g/Mol) und einem Plasmid/LPEI-Ladungsverhaltnis von 
beispielsweise 1:0,5 (IV-Injektion von 200 jxl, c = 250 f.ig/ml bezogen auf DNA) 
konnte ebenfalls keiiie Proteinexpression nachgewiesen werden. 



Tabelle 3 : UVA/^is-spektroskopisclie Kalibrierung der FVIII-Protein-Standards 
(Doppelbestimniung) 



Standard 


FVIII-Konz./ 


Position 


Optische Dichte 


O.D. Mittelwert 




ng/ml 


(MTP-Format) 


(O.D.) 




STDOl 


23,00 


Al 


1,289 


1,289 






A2 


1,149 




STD02 


11,50 


Bl 


1,037 


0,993 






B2 


0,949 




STD03 


5,750 


CI 


0,687 


0,652 






C2 


0,617 




STD04 


2,875 


Dl 


0,456 


0,43 






D2 


0,404 




STD05 


1,438 


El 


0,293 


0,277 






E2 


0,261 




STD06 


0,719 


Fl 


0,182 


0,171 






F2 


0.160 




STD07 


0,359 


Gl 


0,121 


0,117 






G2 


0,114 




STD08 


0,179 


Hll 


0,104 


0,110 






H12 


0.115 




STD09 


0,000 


HI 


0,058 


0,059 






H2 


0,060 
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Tabelle 4a: FVIII-Genexpression nach Injektion von DNA/Polymer-Komplexen: 
Gruppe 1, 5 Mause (la-le), Polymer: H-LPEI, Mw 86980, CI 8, Acyl, 
3 mol% (* Verduiinungsfaktor 4) 



Gruppe 1 


Optische 


O.D. Mittelwert 


FVIII-Konz./ 


F\n[n-Konz. / ug/ml 




Dichte (O.D.)* 




nv/ml 


(Mittelwert) 


la 


0,219 


0,198 


3,435 


2,950 




0,177 




2,464 




lb 


0,075 


0,079 


0,221 


0,298 




0,082 




0,376 




Ic 


0,075 


0,075 


0,221 


0,210 




0,074 




0,198 




Id 


0,090 


0,085 


0,551 


0,430 




0,079 




0,310 




le 


0,070 


0,071 


0,107 


0,119 




0,071 




0,130 
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Tabelle 4b: FVIII-Genexpression nach Injektion von DNA/Polymer-Komplexen: 
Gruppe 2, 5 Mause (2a-2e), Polymer: H-LPEI, Mw 86980, CDC, 3 
mol% (* Verdunnungsfaktor 4) 



Gruppe 2 


Optische 
Dichte (O.D.)* 


O.D. Mittelwert 


FVIII-Konz./ 
ng/ml 


FVIII-Konz. / 
ng/ml 

(Mittelwert) 


2a 


0,066 

0,065 


0,066 


««< 
^^^^^ 


0 


2b 


0,076 

U,U / o 


0,077 


0,243 
0 288 


0,265 


2c 


0,067 
0,061 


0,064 


««< 
««< 


0 


2d 


0,076 

0,070 


0,073 


0,243 
0,107 


0,175 


2e 


0,087 

0,076 


0,082 


0,485 
0,242 


0,364 
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Tabelie 5a: FVIII-Genexpression nach Injektion von nackter DNA: Gruppe 3, 5 
Mause (DNA1-DNA5), (*Verdumiuiigsfal<:tor 4) 



Gruppe 3 


Optische Dichtc 
(O.D.)* 


O.D. Mittelwert 


FVra-Konz./ 
ng/ml 


FVni-Konz. / 
ng/ml 

V.1V11 iiei wen j 


DNAl 


0,065 
0,062 


0,063 


««< 
««< 


0 


DNA2 


0,063 
0,059 


0,061 


««< 
««< 


0 


DNA3 


0.056 
0,058 


0,057 


««< 
««< 


0 


DNA4 


0,062 
0,062 


0,062 


««< 
««< 


0 


DNA5 


0,065 
0,065 


0,065 


««< 
««< 


0 
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Tabelle 5b: FVffl-Genexpression nach Injektion von DNA/Polyiner-Komplexen: 
Gruppc 4, 5 Mause (4a-4e), Polymer: LPEI, Mw 86980 g/MoK unsub- 
stituiert (*Verdunnungsfaktor 4) 



Gruppe 4 


Optische Dichte 
(O.D.)* 


O.D. Mittelwert 


FVIII-Konz./ 
ng/ml 


F^n[^-Konz. / 

ng/ml 
(Mittelwert) 


4a 


0,063 


0,061 


««< 
««< 


0 


4b 


0,059 
0 060 


0,059 


««< 
««< 


0 


4c 


0,066 

0,064 


0,065 


««< 
««< 


0 


4d 


0,069 
0,067 


0,068 


««< 
««< 


0 


4e 


0,089 
0,082 


0,086 


««< 
««< 


0,412 



Beispiel 11 

Um das Verhalten der Polynukleotid/Polymer-Komplexe bei pH-Aiiderung zu testen 
und damit den Einfluss des endosomal-lysosomalen Kompartiments der Zelle zu 
10 simulieren, warden Agarose-Gelelektrophorese-Studien in unterschiedlichen Puffer- 
systemen und damit unter variablen pH-Bedingungen durchgefuhrt. Es konnte 
gezeigt werden, dass beim Ubergang von pH 8,3 (TAE-Puffer) zu pH 5,9 (MES- 
Puffer) der Grad der Komplexierung abninimt, was einer partiellen Freisetzung 
gleiclikommt. 
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Patentansnriiche 



1. 

5 

2. 

10 3. 

4. 

15 

5. 

20 

6. 

25 



Komplex umfassend ein in Wasser losliches oder dispergierbares lineai-es 
kationisches Polymer mit hydrophoben Substituenten und zumindest eiiie 
Nukleinsaiire. 

Komplex gema/J Anspruch 1, dadurch gekennzeiclinet, dass das Polymer ein 
Polyamin darstellt. 

Komplex gemaB Anspmch 2, dadurch gekemizeichnet, dass das Polyamin ein 
Poiyethylenimin darstellt. 

Komplex gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Substituenten als Seitenketten oder endstandig an dem Polymer ange- 
ordnet sind. 

Komplex gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Substituenten Alkylketten, Acylketten oder Steroid-artige Substituenten 
sind, sowie hydrophobe Substituenten, die durch Addition der Stickstoff- 
funktionen der Polymerhauptkette an Isocyanate oder an a^P-ungesattigte 
Carbonylverbindungen eingefuhrt werden komien. 

Komplex gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Polymer die folgende allgemeine Formel aufweist: 




,4 



worin in jeder einzelnen [CH2-CH2-N]-Einlieit 
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10 



Wasserstoff, Methyl oder Ethyl bedeutet und 
Allcyl mit 1 bis 23 Kohlenstoffatomen bedeutet, 
und worin 

R^ und R"* (Endgruppen) unabhangig voneinander Wasserstoff und Alkyl mit 
1 bis 24 Kohlenstoffatomen bedeuten, oder eine vom Initiator ab- 
hangige Struktur aufweisen. 



R^ (Endgruppe) ein von der Abbruclireakion abhangiger Substituent ist, 

und wobei der mittlere Polymerisationsgrad P=(m+n) im Bereich 45 bis 5250 
liegt und n = a xP mit 0,001<a<05l5 wobei die Einheiten m und n statistisch 
im Polymer verteilt sind. 

Komplex gemali einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekemizeichnet, dass 
das Polymer die folgende allgemeine Formel aufweist: 



wobei 




25 



worin in jeder einzelnen [CH2'-CH2-N]-Einlieit 

R^ Wasserstoff, Methyl oder Ethyl bedeutet und 
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R Alkyl mit 1 bis 22 Kohlenstoffatomen bedeutet, 
und worin 

und R"* (Endgruppen) unabhangig voneinander Wasserstoff oder Acyl mit 
1 bis 24 Kohlenstoffatomen bedeuten, oder eine vom Initiator ab- 
hangige Struktur aufweisen. 



wobei 



R (Endgruppe) ein von der Abbruchreakion abhangiger Substituent ist. 



15 



und wobei der mittlere Polymerisationsgrad P=(m+n) im Bereich 45 bis 5250 
liegt xind n = a x P mit 0,001<a<0,l, wobei die Einheiten m und n statistisch 
im Polymer verteilt sind. 



8. Komplex gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Polymer die folgende ailgemeine Formel aufweist: 



20 




worin in jeder einzelnen [CHa-CHa-NJ-Einheit 



R\ und R-^ Wasserstoff oder Hydroxy bedeuten. 
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undworin 

R"^ und R^' (Endgruppen) unabhangig voneinander Wasserstoff oder Gallen- 
sauren bedeuten, oder eine vom Initiator abhangige Struktur auf- 
weisen. 



wobei 



10 R^ (Endgruppe) ein von der Abbruclirealdon abhangiger Substituent ist, 

und wobei der mittlere Polymerisationsgrad P=(m+n) im Bereich 45 bis 5250 
liegt und n = a x P mit 0,001<a<0,l, wobei die Einheiten m und n statistisch 
im Polymer verteilt sind. 



15 



20 



9. Komplex gemaB einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Polymer die folgende allgemeine Formel aufweist: 



H 




worin in jeder einzelnen [CHo-CHo-NJ-Einheit 
R^ OR^ Oder NR^R^ bedeutet, 



25 wobei 
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R"* urid uiiabhangig voneinaiider Wasserstoff oder Alkyl mit 1 bis 24 

Kohlenstoffatomen bedeuten, 

uiid worin 

5 

R^ und R^ (Endgruppen) unabhangig voneinander den Substituenten der 
Stickstoffatome der Polymerhauptkette entsprechen oder eine 
vom Initiator abhangige Struktur aufweisen, 

1 0 wobei 

R^ (Endgruppe) ein von der Abbruchreakion abhangiger Substituent ist, 

und wobei der mittlere Polyinerisationsgrad P=(m+n) im Bereich 45 bis 5250 
15 liegt und n = a x P mit 0,001<a<0,l, wobei die Einheiten m und n statistisch 

im Polymer verteilt sind. 

10. Komplex gemafi einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Polymer die folgende allgemeine Fomiel aufweist: 



20 



NH 

worin in jeder einzelnen [CH2-CH2-N]-Einlieit 
25 R' Alkyl mit 1 bis 24 Kohlenstoffatomen bedeutet, 

und worin 
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und (Endgruppen) unabhangig voneinander den Substituenten der 
Stickstoffatome der Polymerhauptkette entsprechen oder eine 
voni Initiator abhangige Struktiir aufweisen. 



wobei 



R.^ (Endgruppe) ein von der Abbruclueakion abhangiger Substituent ist, 

1 0 mid wobei der mittiere Polymerisationsgrad P=(m-f n) im Bereich 45 bis 5250 

liegt und n = a x P mit 0,001 <a<0,l, wobei die Einlieiten m und n statistisch 
im Polymer verteilt sind. 

11. Komplex gemaB einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeiclmet, dass 
1 5 das Polymer ein mittleres Molekulargewicht unter 220000 g/Mol auf\ veist. 

12. Komplex gemaB einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeiclmet, dass 
das Polymer ein Molekulargewicht von 2000 bis 100000 g/Mol aufweist. 

20 13. Komplex gemaB einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass 

das Polymer an einen zellspezifischen Liganden gekoppelt ist. 

14. Komplex gemaB einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Nukleinsaure ein Plasmid darstellt. 



25 



15, Komplex gema/3 einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Nukleinsaure eine Nukleotidsequenz umfasst, die fur einen phamiako- 
logischen Wirkstoff kodiert. 
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5 17. 
18. 

10 

19. 

15 

20. 

20 21. 

22. 

25 

23. 
24. 



Koxnplex gemafl einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Nukleinsaure eine Nukleotidsequeiiz umfasst, die fiir ein Antigen, 
Allergen oder immunmodulatorisches Protein kodiert. 

Komplex gema/l einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Ladungsverhaltnis von Nukleinsaure/Polymer zwischen 1:0,1 und 1:10. 
insbesondere zwischen 1:2 und 1:10 liegt. 

Verfahren zum Herstellen eines Koniplexes gemafi einem der Anspriiche 1 
bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass man eine entsprechende Menge des in 
wassriger Losung vorliegenden Polymeren mit einer entsprechenden Menge 
einer Nukleinsaure-Losung mischt. 

Verfahren gemaB Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass die Mischung 
anschlieBend getrocknet wird. 

Komplex gemaB einem der Anspriiche 1 bis 16 zur Verwendung als 
Arzneimittel. 

Mittel enthaltend einen Komplex gemaB einem der Anspriiche 1 bis 16 imd 
weitere Zusatze. 

Verwendung eines Komplexes gemaB einem der Ansprtiche 1 bis 16 zur 
Einfuhrung einer Nukleinsaure in eine Zelle, 

Zelle enthaltend einen Komplex gemaB einem der Anspniche 1 bis 16. 
Mittel enthaltend eine Zelle gemaB Anspruch 23 und weitere Zusatze. 



30 



25. 



Verwendung eines Komplexes gemaB einem der Anspruche 1 bis 16 fur die 
Herstellung eines Arzneimittels zur Gentherapie. 



wo 02/30468 ^^CT/EPOl/11317 

-46- 

26. Verwendxing eines Komplexes gemaB einem der Aiispruche 1 bis 16 fur cjie 
Herstellung eines Arzneimittels zur Valczinierung. 

27. Verwendung eines Komplexes gemali einem der Anspmche 1 bis 16 fur .die 
5 Herstellung eines Arzneimittels zur Toleranzinduktion bei AUergien, 

28. Polymer der allgemeinen Formel 




10 

worin in jeder einzelnen [CH2-CH2-N]-Einheit 

Wasserstoff, Methyl oder Ethyl bedeutet and 
15 Alkyl mit 1 bis 22 Kohlenstoffatomen bedeutet, 

und worin 

und R"^ (Endgruppen) unabhangig voneinander Wasserstoff oder Acyl mit 
20 1 bis 24 Kohlenstoffatomen bedeuten, oder eine vom Initiator ab- 

hangige Struktur aufweisen, 

wobei 



25 



R^ (Endgruppe) ein von der Abbruclireakion abhangiger Substituent ist, 
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und wobei der mittlere Polymerisationsgrad P=(m+n) im Bereich 45 bis 5250 
liegt und n = a x P mit 0,001<a<0,l, wobei die Eiiilieiten m und n statistisch 
im Polymer verteilt sind, 

5 29. Polymer der allgemeinen Formel 




H 



worin in jeder einzelnen [CH2-CH2-N]-Eiiiheit 

10 

R"^ und R^ Wasserstoff oder Hydroxy bedeuten. 



und worin 



15 R'^ und R^ (Endgruppen) unabhangig voneinander Wasserstoff oder Gallen- 

sSuren bedeuten, oder eine vom Initiator abhangige Strulctur 
aufweisen. 



wobei 

20 

R^ (Endgruppe) ein von der Abbruchxealdon abhangiger Substituent ist. 
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und wobei der mittlere Polymerisationsgrad P=(m+n) im Bereich 45 bis 5250 
liegt und n = a x P mit 0,001<a<0,l, wobei die Einlieiten m und n statistisch 
im Polymer verteilt sind. 

5 30. Polymer der allgemeinen Formel 




worin in jeder einzelnen [CH2-CH2-N]-Einheit 

10 

OR"^ Oder NR'^R^ bedeutet, 

wobei 

15 R"* und R^ unabhangig voneinander Wasserstoff oder Alkyl mit 1 bis 24 

Kohlenstoffatomen bedeuten, 

und worin 



20 R^ und R^ (Endgruppen) unabhangig voneinander den Substituenten der 

Stickstoffatome der Polymerhauptkette entsprechen oder eine 
vom Initiator abhangige Struktur aufweisen. 



25 



wobei 

R^ (Endgruppe) ein von der Abbruclueakion abhangiger Substituent ist, 
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und wobei der mittlere Polymerisationsgrad P-(m+n) im Bereich 45 bis 5250 
liegt und n = a x P mit 0,001<a<0,l, wobei die Einheiten m und n statistisch 
im Polymer veiteilt sind. 

5 31. Polymer der allgemeinen Fonnel 




worin in jeder einzelnen [CH2"CH2-N]-Einheit 

10 

R* Alkyl mit 1 bis 24 Kohieiistoffatomen bedeutet. 



iind worin 

15 imd R^ (Endgruppen) unabhangig voneinander den Substituenten der 

Stickstoffatome der Polymerhauptkette entsprechen oder eine 
vom Initiator abhangige Strulctur aufweisen. 



wobei 

20 

R"^ (Endgruppe) ein von der Abbruchreakion abhangiger Substituent ist. 



25 



und wobei der mittlere Polymerisationsgrad P=(m+n) im Bereich 45 bis 5250 
liegt und n = a x P mit 05001<a<0,l, wobei die Einheiten m und n statistisch 
im Polymer verteilt sind. 
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32. Polymer gemali einem der Anspruche 28 bis 31, dadurch gekeiinzeichnet, 
dass es ein Molekulargewicht unter 220000 g/Mol aufweist, 

33. Polymer gemali Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Moleku- 
5 largewicht von 2000 bis 100000 g/Mol aufweist. 
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